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Drug Mobile　phase DetectioR lnternal　standard
5ギU
ANP
AMP
CB
ISDN
LC
KP
IP
FP
acetonitrile　：　O．1010　phosphoric　acid
　　　（2　：　98）
acetonitrile　：　O．10／o　phosphoric　acid
　　　〈35：65＞
acetonitrile　：　O．　I　O／o　phosphoric　acid
　　　（45：55）　＋　5　mM　sodium　dodecylsulfonate
acetonitrile　：　O．　j　Olo　phosphoric　acid
　　　（35：65）
acetonitrile：Water
　　　（50：50）
acetonitrile　：　O．10／o　phosphoric　acid
　　　〈35　：65）　＋　5　mM　sodium　1－hexanesulfonate
methanol　：　O．10／o　phosphoric　acid
　　　〈75：25）
acetonitrile　：　O．10／o　phosphoric　acid
　　　〈70i30＞
acetonitrile　：　O．10／o　phosphoric　acid
　　　（60：40）
UV　265　nm
UV　245　nm
VV　254　nm
VV　205　nm
UV　220　nm
UV　245　nm
UV　262　nm
UV　262　nm
UV　245　nm
｝
a
p－hydroxybenzoic　acid
methyl　ester
p－hydroxybenzoic　acid
propyl　ester ｝
a
p－hydroxybeftzoic　acid
buthyl　ester
p－hydroxybenzoic　acid
methyl　ester
p・一hydroxybenzoic　acid
amyl　ester
p－hydroxybenzoic　acid
buthyl　ester
p一一hydroxybenzolc　acid
hexyl　ester
a）　Absolute　calibration　method　was　used．
8。統計処理
統計的有意差は両側t検定により評価した．
第2章 実験：の部
1．実験材料
　　安息香酸ナトリウム（BA，局方品）は山田製薬（株）から，重水（D20）は
Merck社から，　FITC一デキストラン，セラミドIV及びトリプシン（Type　II，
from　porcin　pancrease）はSigma社から，シアン化銀カリウム，ポリオキエチレ
ン（20）ソルビタンモノラウレート（Tween　20），及びコレステロールは和光
純薬工業（株）からそれぞれ購入した。その他の試薬は第1章1．と同じもの
を用いた。
一　S9　一
2。超音波装置
第1章2。と同じものを用いた。
3。実験動物
第1章4。と同じものを用いた。
4。皮膚の調製
第1章5。と同様に調製した。
5。水力学的パラメータの測定43）
　第1章6。と同様に皮膚を32℃の水を循環した縦型拡散セルに装着した。
1mg／ml　ANPのD20溶液5mlを角質層側に，体積マーカーとして20　ng／ml
FITC一デキストラン（平均分子量71，200）溶液を真皮側に加え，真皮側を撹搾
した。皮膚を介した溶媒の流れを誘導するために，角質層及び真皮側に3．08，
0，または一3．080smol／l　NaC1のいずれかの濃度を加えた。角質層側に超音波を
1時間照射し，その後ANPの皮膚透過を定常状態とするために12時間保っ
た。その後角質層及び真皮側溶液を同じ溶液と新たに交換し，6時間そのまま
保った．6時間後，真皮側溶液を採取し，ANP，　D20，及びFITCデキストラ
ン濃度を測定した．ANPのクリアランス（CLANp，μ1／h）及びD20　flux
（JD20・Pl／h）はそれぞれの透過係数（Kp・cm／s）と有効拡散面積（cm2）の積
として算出した。
6。皮膚インピーダンスの測定
　第1章6。と同様に皮膚を32℃の水を循環した縦型拡散セルに装着し，
0．9％NaClを含有する0．021　M　BAのH20またはD20溶液を，真皮側に生理食
一　60　一
塩液を加え，真皮側を撹絆した。両側に白金電極を挿入し，インピーダンス
メーター（アドバンス（株））に接続した。測定時のインピーダンスメーター
の出力端子からの電圧は2．5V（10Hz正弦波）であることをオシロスコープ
によって確認した。また，皮膚を装着：していない拡散セルを用いてインピーダ
ンスを測定し，皮膚インピーダンスを補正した。皮膚インピーダンスがほぼ一
定値を示した，実験開始3時間後から1時間角質層側に超音波を照射し，さ
らに実験を8時間まで行った。経時的に皮膚インピーダンスを測定し，また同
時に真皮側溶液を採取し，同量の生理食塩液を補充して容量を一定に保った。
試料溶液中のBAまたはD20濃度からそれぞれのfl・uxを算出し，皮膚インピー
ダンスの変化との比較に用いた。
7。勲傭roイオントフォレーシス実験
　イオントフォレーシス用本極として銀一塩化銀電極を用いた．陽極は白金線
をシアン化銀カリウム溶液中で銀メッキすることにより作成し，陰極はさらに
これを0．1N塩酸溶液中で電気分解して作成した．
　イオントフォレーシス実験はFig．27に示したタイムスケジュールにしたがっ
て行った。第1章6。と同様に皮膚を32℃の水を循環した縦型拡散セルに装
着し，0．021MBA及び生理食塩液をそれぞれ：角質層及び真皮側に加え，真皮
側を撹絆した。陰極及び陽極となる竃極をそれぞれ角質層及び真皮側に挿入
し，直流電源装置Phoresor⑧（PM　600，　IOMED社，　SaltLake　City，　UT，　USA）
と接続した。実験開始3時問後から：角：質層側に5，15，または60分間超音波
を照射し，その後60分間0．1mA／cm2直流霊流を皮廟に適用した．経時的に真
皮側溶液を採取し，同量の生理食塩液を補充して容量を一定に保った。コント
ロール実験は超音波照射なしでイオントフォレーシス適用のみとした。
　実験中の皮膚を介した電位差は皮膚を挟んで両側の皮膚近傍に挿入した一対
一　6a　一
lontophoresis
60　min
CewntroEpmuwwmNmmyN．．gmemmumptwwmmummpg
Phenophoresi＄　lontophoresis
　　60miR　60　mink一一一一一一g一一pt－p一一p一一maNNmmI
Vatra＄eRic
pre㍑ea覚me醜
Phonophoresi＄　lontophoresis
　　15min　60　minEptmmmmN一一一P一一一一一一pt一一Nfi
Phonophoresi＄　iontophoresi＄
　　　5min　60　minbeuammmNm．ff．ismm．．F一一一一一一一一一一一g
　　　　　　Oh　3h
Fig．　27　Time　schedules　of　iontophoretic　experiments　using　ultrasonic　pretreated
　　　skin
の塩橋（3M塩化カリウム含有3％寒天ゲル）の間で測定した。これらの塩橋
の逆の端をカロメル電極に導き，カロメル電極をデジタルマルチメーター（TR
6843，竹田理研（株））に接続した．
8。皮膚透過パラメータの測定
　第1章6．と同様に皮膚を32℃の水を循環した縦型拡散セルに装着し，角
質層及び真皮側に蒸留水を加えて真皮側を撹絆した．皮膚を水和させるために
12時間保った後，角質層側に1時聞超音波を照射した。その後直ちに角質層
側溶液を1mg／ml　ANPまたは0．1mg／ml　ISDNと交換し，透過実験を開始した．
経時的に真皮側から試料を採取し，同量の蒸留水を補充して容量を一定に保っ
た。コントロール実験：は超音波の適用を除きすべて同じ操作を行った。得られ
た皮膚透過量の値を（18）式へのあてはめ計算に用いた．
9。薬物透過係数のアレニウスプロットのための加競ro皮膚透過実験
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　第1章6。と同様に皮膚を27，32，37，または42℃の水を循環した縦型
拡散セルに装着し，角質層側に100mg／ml　ANPまたは0．1　mg／ml　ISDN，真皮
側に蒸留水を加え，真皮側を撹絆した。定常状態fluxを得るために12時間
保った後，両側の溶液を新たに交換し，透過実験を開始した。その直後から2
時間角質層側に超音波を照射し，その問経時的に真皮側溶液を採取した。同量
の蒸留水を補充し，容量を一定に保った．角質層側溶液中にデジタル温度計
（PG9400，佐藤計量器MFG．（株））を挿入して温度をモニターし，各温度
を正確に維持した．コントロール実験は超音波の適用を除きすべて同じ操作を
行った。
10。摘出皮膚からの脂質溶出量の測定
　第1章6。と同様に皮膚を32℃の水を循環した縦型拡散セルに装着し，0．1
％Tween　20及び蒸留水をそれぞれ角質層及び真皮側に加え，真皮側を撹拝し
た。3時間そのまま保った後，角質層側に超音波を5，15，または60分間照
射した。その後角質層及び真皮側溶液3m1を採取し，ステロール類及びセラ
ミド類の定量に供した。コントロール実験では，超音波照射なしで実験開始4
時間後に試料を採取した。
13。皮膚表面のFrlR測定
　第1章6。と同様に皮膚を32℃の水を循環した縦型拡散セルに装着し，角
質層及び真皮側にそれぞれD20及び水を加え，真皮側を撹拝した。開始3時
間後から1時間角質層側に超音波を照射し，その後皮膚をセルから除いた。皮
膚に付着した水分を十分に拭い，減圧デシケーター中で2日間乾燥した．乾燥
した皮膚表面はフーリエ変換赤外分光光度計（JIR－3510，日本電子（株））を
用い，全反射（ATR）法により測定した．　IR測定セ！レには亜鉛化セレン単結晶
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TabEe　10　HPLC　conditions　for　the　analysis　of　BA
Mebile　phase DetectionEnternag　standard
acetonitrile：pH　2．5　phosphate　buffer
　　　（2　：98）
UV　230　nm p－ethyl　benzoic　acid
（θ灘45。）を用いた。測定条件は解像度2　cm－1，スキャン回数254回とした。
11。薬物の定量
　ANP及びISDNは第1章7。と同様に定量した。　BAは第1章7。と同じ
HPLC装置を用い，　Table　10の条件で測定した．
12．D20の定量
　D20は2512　cm－1の（＞D伸縮振動の吸収強度から定量した．67）2枚のフッ
化カルシウム単結晶の間隙（0．025mm）に試料溶液を注入し，赤外分光光度計
（260－30，　（株）日立製作所）を用いて吸収強度を測定した．
13。脂質の定量
　ステロール類はSugibayashiらの方法75）に準じて定量した．試料溶液3mlを
遠沈管に取り，窒素気流下蒸発乾固した．0．1％FeC13の酢酸溶液6mlを加え，
脂質を溶解した。遠心分離（2000rpm，10℃，5分間）後，上清3mlを別の
遠沈管に取り，硫酸2m1と混合した後，十分発色するまで約30分間放置し
た．この溶液の565nmでの吸光度を紫外可視分光光度計（UV－160A，島津製
作所（株））で測定した．ステロール類の量はコレステロール量として換算し
た。
　セラミド類はLauterとTramsの方法81）に準じて定量した．前述のように試
料3m1を蒸発乾固した後，2N塩酸のメタノール溶液1m1を加え，溶液を5
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時間加熱環流した（80℃）．7N水酸化ナトリウム溶液及び蒸留水0。5　m1を
加えて液をアルカリ性とし，酢酸エチル5m1を加えて振り混ぜ，遠心分離後
酢酸エチル相を分取した。酢酸エチル相を蒸留水で2回洗い，酢酸一酢酸ナト
リウム緩衝液（pH　3．65）及びα5％メチルオレンジ0．1m1を加え，混合した。
遠心分離後，酢酸エチル相を分取し，415nmでの吸光度を紫外可視分光光度
計で測定した。セラミド類はセラミドIV量として換算した。
14．統計処理
統計的有意差は両側t検定により評価した．
第3章　実験：の部
1．実験材料
　Azone⑧は住商ネルソン（株）から，　S－318は日光ケミカル（株）から提供さ
れたものをそれぞれ用いた．1一メントール（局方品）は保栄薬工（株）から，
IPMは東京化成工業（株）から，1一カルボン，　d一リモネン，及びEtOHは和光純
薬工業（株）からそれぞれ購入した．その他の試薬は第1章1。及び第2章
1。と同じものを用いた。
2。超音波装置
第1章2。と同じものを用いた．
3。実験動物
第1章4。と同じものを用いた。
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4。皮膚の調製
　第1章5。と同様に調製した。
5。1π痂ro皮膚透過実験
　すべての促進剤は0．1％Tween　20水溶液で乳化して実験に用いた。促進剤濃
度はTable　8に示した濃度を用い，これらは他の研究で用いられている典型的
な濃度を選んだ．第1章6．と同様に皮膚を32℃の水を循環した縦型拡散セ
ルに装着し，角質層及び真皮側にそれぞれ1％AMPを含有する促進剤溶液及
び蒸留水を適用し，真皮側を撹搾した．超音波は実験開始直後から60分間角
質層側に照射した。経時的に真皮側から試料を採取し，同量の蒸留水を補充し
て容量を一定に保った．超音波照射中の温度上昇は水槽の温度を制御すること
により防いだ。
　1一メントールを用いた検討では，超音波照射時間を60分間に固定して角質層
側適用基剤中1一メントール濃度を1」2．5，及び5％と変化させるか，もしくは
1一メントール濃度を5％に固定して超音波照射時間を10，30，及び60分間と変
化させた．
6。超音波または1一メントール前処理実験法
　この実験のタイムスケジュールをFig．27に示す．超音波前処理の実験はは
じめに1一メントールを含有しない1％AMp溶液を角質層側に加え，実験：開始
4時間後から60分間超音波を適用した．その後，：角質層側溶液を5％1一メン
トールを含有する1％AMp溶液に交換し，超音波と促進剤が共存しない条件
とした。1一メントール前処理では，角質層側に591。・1・・メントールを含有する1％
AMPをはじめから適用し，実験開始4時間後から超音波を60分間照射する
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（a）
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Fig．　28　Time　schedules　for　pretreatment　experiment　with　ultrasound　or　1－menthol
ことで，超音波と促進剤が共存する条件とした．超音波照射後に角質層側溶液
を新たに交換した．他の方法は第3章5．と同様に操作した．
7。皮膚中1一メントール量の測定82）
　第1章6．と同様に皮膚を32℃の水を循環した縦型拡散セルに装着し，角
質層側に1，25，または5％1一メントール溶液，真皮側に蒸留水を加えて，真
皮側を撹拝した．実験開始4時間後から60分間：角質層側に超音波を照射し，
その後皮膚を拡散セルから取り除いた．皮膚表面を蒸留水で3回洗った後，表
面の水牽拭い，有効拡散面積部分を切り取り，正確に重量を量った．この皮膚
組織を遠沈管に取り，内標準物質として0．1％1一カルボンを含有する1，4一ジオキ
サン溶液を加えた．遠沈管を超音波洗浄器（Branson　5200，ヤマト科学）に浸
し，20分間超音波処理することにより1・メントールを抽出した．遠心分離後上
清を分取し，ガスクロマトグラフ法にて1一一メントールを定量した．
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8。薬物の定量
AMPは第1章7。と同じ条件で定量した．
9。1一メントールの定量
　1一メントールの定量はFID検出器付きガスクロマトグラフ装置（GC－14A，島
津製作所（株））を用いて行った．82）測定条件は以下の通りとした．
　　　　　　カラム　　　　　　　：OV－17（GLサイエンス（株））
　　　　　　カラム温度　　　　　　：120℃
　　　　　　インジェクション温度　：160℃
　　　　　　検出器温度　　　　　　　：160℃
　　　　　　キャリアガス　　　　　：N　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2
　　　　　　流速　　　　　　　　　：50　ml／min
10。統計処理
　統計的有意差は両側t検定により評価した．
一　68　一
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